1 维生素 A 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 乳脂 和 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 表达 的 影响 
2 苏 W xX) 阳 AAR Ewer RH ARF 
3 (内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018) 


4 fh 要 : 本 试验 由 在 研究 维生素 A 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (BMECs)〉 内 乳脂 和 乳 蛋 白 合成 相 
5 ” 关 基 因 表达 的 影响 。 采 用 单 因 素 完全 随机 试验 设计 ， 将 第 3 代 BMECs 随机 分 为 6 个 处 理 ， 
6 ， 每 个 处 理 6 个 重复 ， 使 用 无 血清 培养 基 饥 饿 24 h 后 ， 采 用 维生素 A 浓度 分 别 为 0( 对 照 )、 
7 0.05, 0.10, 0.20, 1.00 和 2.00 pg/mL 的 培养 基 培 养 24h。 结 果 表 明 : 与 对 照 组 相 比 ，1.00、 
8 2.00 pg/mL 维生素 A 可 以 显著 提高 相对 增殖 率 以 及 甘油 三 酯 (TG) 含 


9 ” 素 A 能 显著 提高 乳脂 合成 相关 基因 过 氧化 酶 体 增殖 物 激 活 受 体 Y (PPARG, 0.05, 0.10, 0.20, 


(P<0.05) ; 维 生 


a 


10 1.00 I 2.00 ug/mL) 、 固 醇 调 节 元 件 结合 香 白 1 CSREBP1, 0.05, 0.10 ug/mL) 、 硬 脂 酰 畏 


11 ” 酶 A 去 饱和 酶 CSCD, 0.05, 0.10 ug/mL) 的 基因 表达 量 CP<0.05) ; 维生素 A 也 能 显著 提 


12 高 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 信和 号 转 导 转录 激活 因子 5CSTAT5, 0.20 hg/mL)、asl- 栈 蛋白 (CSN1S1， 


13 0.05 和 0.10 pg/mL) 、k- 酷 蛋白 (CSN3, 0.10 ug/mL) 基因 表达 量 (P<0.05) ; FARA 也 


14 ”能 显著 提高 乳脂 合成 相关 酶 乙酰 辅酶 A RAGE CACACA) 活性 (0.05、0.10、0.20 和 1.00 
15 pg/mL) (P<0.05) 。 结 果 提 示 ， 维 生 素 A 对 BMECs 内 乳脂 、 乳 蛋白 合成 相关 基因 表达 
16 ”的 促进 效果 呈 浓 度 依赖 性 ， 以 0.10 pg/mL 维生素 A 效果 较 好 。 

17 ”关键 词 ， 维生素 A; 乳脂 ， 乳 蛋白 ; 基因 表达 

18 ”中 图 分 类 号 :S823 


= 19 乳脂 和 乳 蛋 白 作为 牛奶 的 主要 成 分 ， 是 衡量 乳 制品 的 重要 营养 指标 。 维 生 素 A (vitamin 


© 20 A) 是 维持 动物 机 体 正常 生理 代谢 的 必需 营养 素 之 一 。 维生素 A 能 通过 调控 多 种 基因 的 表达 
21 ”来 影响 动物 机 体 的 生长 发 育 、 免疫 及 代谢 ， 也 能 对 多 种 动物 的 脂 类 代谢 产生 影响 。 王 文 娟 等 
22 。 口 发 现 饲 粮 维生素 A 水 平 的 降低 会 提高 牛肉 大 理 石花 纹 的 得 分 ， 而 Arnett 等 四 结果 表明 ， 羔 


23 ” 羊 饲 粮 


补 饲 高 水 平 的 维生素 A 112 d 可 以 提高 其 总 肌 内 脂肪 含量 ， 丁 明 岩 中 研究 发 现 ， 在 


a 


24 ” 石 斑 鱼 饲料 中 添加 2 000~4 000 IU/kg 维生素 A 时 ， 脂 类 分 解 代 谢 得 到 显著 提高 ， 显 著 高 于 


25 02000 IU/kg 组 。 这 些 结果 说 明 维 生 素 A 对 动物 的 脂 类 代谢 有 显著 的 影响 。Oldman 等 四 
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研究 表明 , 在 分 娩 前 60 d 到 产后 4 


2 d, 奶牛 饲 喂 170 000 IU/d 的 维生素 A 与 饲 喂 50 000 IU/d 


的 维生素 A 相 比 ， 产 奶 量 显著 提高 ， 包 括 乳 脂 、 乳 蛋白 等 在 内 的 乳 成 分 的 合成 也 增加 。 本 


课题 组 前 期 研究 发 现 ， 饲 粮 中 添加 高 剂量 (220 IU/kg BW) 的 过 瘤胃 保护 维生素 A， 奶 牛 产 


奶 量 、 乳 脂 率 、 乳 蛋白 率 以 及 日 均 乳 脂 产 量 和 乳香 白 产 量 有 高 于 低 剂量 〈110 IU/kg BW) 组 


的 趋势 后 。 然 而 ， 关 于 维生素 A 是 否 对 奶牛 的 乳脂 、 乳 蛋白 合成 产生 影响 的 报道 甚 少 。 奶 牛 


乳腺 上 皮 细 胞 (bovine mammary epithelial cells, BMECs) 是 乳脂 和 乳 和 蛋白 合成 与 分 泌 的 重 


要 场所 ， 其 细胞 的 生物 合成 能 力 决 定 了 奶牛 乳腺 的 泌乳 能 力 。 因 此 ， 本 试验 选用 BMECs 为 


模型 ， 以 乳脂 和 乳 和 蛋白 合 成 相关 栈 


活性 及 基因 表达 量 为 考察 指标 ， 研 究 维生素 A 对 乳脂 和 


乳 蛋 白 合成 的 影响 ， 为 奶牛 生产 中 维生素 A KARRIAK K 


1 材料 与 方法 


1.1 主要 试剂 


ND 


乳 成 分 的 组 成 提供 依据 。 


T 


REI (17101-015), DMEM/F12 基础 培养 基 (12400-024) 、 胰 岛 素 转 铁 蛋白 硒 钠 


(51500-056) 、 胎 牛 血 清 (FBS, 10099-141) 、 胰 蛋白酶 / 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA, 25300054) 


和 双 抗 (15140-122) 购 自 Gibco 公司 ; MEER B (AE437) . ILZ (PRL, L6520) 、 


入 


MAER CRA, R2625) 、 表 皮 生 长 因子 (EGF, E4127) 、 氢 化 可 的 松 (IJ0135) 购 自 Sigma 


公司 ; WFAA (MTT) ~ 


溶液 (PBS) 购 自 HyClone 公司 ; 


H$ (DMSO) 购 自 Amresco 公司 ; 磷酸 盐 缓冲 


PrimeScriptIMRT Master Mix (DRR036A) 、SYBR Premix 


Ex Tag™ II (DRR820A) 、RNAiso Plus (D9109B) 购 自 宝生 物 工 程 (AXE) 有限 公 司 ; 


氧 仿 、 无 水 乙醇 、 异 丙 醇 购 自 天 六 


1.2 ”试剂 配制 


生长 培养 基 : 在 每 100 mL DMEM/F12 基础 培养 基 中 添加 FBS 10 mL, 4% 2mL, fi 


岛 素 转 铁 蛋白 硒 钠 0.5 mL, PRL, 
维生素 A 贮备 液 的 配制 : 将 


市 风 船 化 学 试剂 科技 有 限 公 司 。 


dr 


WEER B 和 氧化 可 的 松 各 100 pL 及 EGF 10 pL. 


100 mg RA 维生素 A 的 主要 活性 代谢 物质 ) AT 5 mL 


DMSO 溶液 ， 配 制 成 20.00 mg/mL 维生素 A 原液 ， 再 将 其 稀释 成 浓度 分 别 为 0、0.05、0.10、 


0.20、1.00 和 2.00 mg/mL 的 维生素 A 贮备 液 ，0.22 wmol/L 滤器 过 滤 。 


1.3 BMECs 的 培养 
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BMECs 培 


验 室 ， 前 为 le 


HE 30s, 1X 


养 采 用 胶原 酶 消化 法 。 从 屠宰 场 取 健 康 荷 斯 坦 奶 牛乳 腺 组 织 低温 保存 运 回 实 


mX1cmX1cem 大 小 的 组 织 块 ， 用 3X 双 抗 PBS 将 其 清洗 3 遍 ，75% 酒 精 清 


dit PBS 清洗 3 遍 ， 剪 取 腺 泡 丰富 的 部 位 放 入 5 mL 无 酶 无 菌 离心 管 中 ， 剪 碎 


至 糊 状 后 加 入 等 体积 0.3% 的 胶原 酶 I 工 ，37 '‘C 消 化 1h， 每 20 min 上 下 颠倒 混 匀 ， 使 其 充分 


消化 。80 目 滤 网 过 滤 ，172Xg 离心 S min，PBS 冲洗 1 次 ， 再 离心 细胞 3 min， 之 后 用 生长 


培养 基 悬 浮 接 


IF 25 cm 透气 细胞 瓶 内 ， 于 37 'C 5% CO: 培养 箱 中 培养 直至 细胞 贴 壁 至 


90%， 之 后 用 0.05% 胰 蛋白酶 /EDTA 纯化 和 传代 细胞 。 


1.4 试验 设计 


试验 采用 单 因素 完全 随机 试验 设计 ， 将 贴 壁 生长 的 第 3 代 BMECs 随机 分 为 6 个 处 理 ， 


每 个 处 理 6 个 重复 。 使 用 无 血清 培养 基 饥 饿 处 理 24 h 后 , 添加 维生素 A 浓度 分 别 为 0、0.05、 
0.10、0.20、1.00 和 2.00 ng/mL 的 培养 基 ， 其 中 0 pg/mL 维生素 A 组 为 对 照 组 ， 继 续 培养 
24 h 后 按照 试验 要 求 的 细胞 收集 方法 进行 细胞 收集 和 相关 指标 的 测定 。 

1.5 测定 指标 与 方法 


细胞 活力 月 


H MTT 比 色 法 [9 检测 ， 以 细胞 相对 增殖 率 (RGR) 表示 。 在 培养 结束 前 4h， 


每 也 加 入 20 uL MTT, 4h 后 弃 上 清 ， 每 孔 加 入 100 uL DMSO， 振 荡 10 min 后 ， 用 全 自动 


酶 标 仪 检测 490 nm 波长 下 各 培养 孔 的 吸光 度 (OD) 值 。 


RGR (%) = GAH ODa490 am/ 对照 组 OD4oomm) x100。 


细胞 内 甘油 三 酯 (TG) 含量 依照 试剂 盒 (E1013， 北 京 普 利 莱 基 因 技 术 有 限 公 司 ) 说 明 


书 要 求 进行 测定 。 细 胞 培养 结束 后 弃 上 清 ， 用 PBS 洗涤 2 次 ， 每 孔 加 入 200 uL 裂解 液 作用 


10 min， 收 集 裂解 液 于 1.5 mL 离心 管 中 ，1 200Xg 离心 S min， 取 上 清 70 'C 加 热 10 min, 


424X g 离心 5 min 后 取 上 层 清 液 进行 测定 。 


以 磷酸 甘 ; 


EMAN (GAPDH) 作为 内 参 基 因 ， 采 用 实时 荧光 定量 PCR 仪 CABI-7500， 


ABI 公司 ) 测定 细胞 内 乳脂 、 乳 蛋白 合成 相关 基因 的 表达 量 。 测 定 基因 主要 包括 乳脂 合成 相 


关 基 因 脂 肪 酸 合 成 酶 C(F4SV) 、 乙 酰 辅酶 A 羧 化 酶 (4C4C4 )、 脂 酰 辅酶 A 去 饱和 酶 (SCD)、 


脂 蛋 白 酯 酶 CLPL) 、 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 3 CF4BP3) 、 固 醇 调 节 元 件 结合 蛋白 1 (SREBP1) ~ 


过 氧化 酶 体 增 殖 物 激活 受 体 Y (CPP4RG) ， 乳 蛋白 合成 相关 基因 as1- 酷 蛋白 (CSN1S1) ~ 


B- 酷 蛋白 〈CSV2 ) 、rk- 酷 蛋白 〈CSN3) 、 真 核 起 始 因子 4E (eIF4E) 、 真 核 起 始 因子 4E 结 


合 蛋 白 1 (4EBP1) 、 雷 帕 霉 素 靶 蛋白 (mTOR) 、p70 核糖 体 蛋 白 So 激酶 1 CS6K1) 、 信 


80 ”号 传导 和 转录 激活 
81 ”s,60 ‘CC 退 火 30 s,72 °C HE 


82 每 6s 升 温 0.5 C, 


20 s, 进行 40 个 循环 ;72 °C HEE 


£51 个 循环 ， 基 因 的 表达 量 采 


2-AACt 法 进行 计算 。 


因子 5 (STATS) ， 其 引物 序列 及 参数 见 表 1。 反 应 程序 为 : 95 ‘CARVE 30 


7 min; 溶解 曲线 为 : 70~95 C, 


83 表 1 引物 序列 及 参数 
84 Tablel Primer sequence and parameters 
HELA] Genes GenBank 登录 号 长 度 ee 来 源 Sources 
7 退火 温度 
引物 序列 Primer sequences (5' -3′ ) GenBank accession Length/bp T 
No. 
F:GGGTCATCATCTCTGCACCT 要 
磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 G4PDH XM-001252479 177 60 Zhou 17] 
R:GCTCATAAGTCCCTCCACGA 
i F:AGGACCTCGTGAAGGCTGTGA ae 
脂肪 酸 合成 酶 FASN NM-001012669 85 62 自行 设计 
R:CCAAGGTCTGAAAGCGAGCTG 
| ee F:CATCTTGTCCGAAACGTCGAT 要 
乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 ACACA AJ132890 101 58 Bionaz “8 
N R:CCCTTCGAACATACACCTCCA 
~ F:TCCTGTTGTTGTGCTTCATCC , ne 
RE A 去 饱和 酶 SCD AY241933 101 58 Bionaz “#18 
oy R:GGCATAACGGAATAAGGTGGC’ 
© F:GAACTCGACTCCCAGCTTGAA i 
脂肪 酸 结合 蛋白 3 F4BP3 DN518905 102 62 Bionaz 等 区 
GN R:GCTTTGACACCCGAGTAACG 
T™ F:ACACAGCTGAGGACACTTGCC oe 
IRSA RAR LPL BC118091 101 60 Bionaz “#18 
mi R:AAGCCTACCACAATCATCGAAG 
过 氧 做 酶 体 增殖 物 激活 受 体 Y F:CCAAATATCGGTGGGAGTCG 
EN NM-181024 101 62 Bionaz “#18 
PPARG R:GCCATGGATCACCACAAAGG 
B F:CTGACGACCGTGAAAACAGA 7 
固 醇 调 节 元 件 结合 蛋白 1 SREBP1 NM-001113302 334 60 IKFRAR 
AN R:ACAGCGAAGGGCTCACTCTC 
= F:ACATCCTATCAAGCACCAAGGACTC ee 
asl EA CSNISI NM-181029 192 60 自行 设计 
= R:AGACGGCAGATTTATTCAACTT 
FI F:CCAGGAGCAAAACCAAGAAC . 
KEH CSN3 NM-174294 148 56 Zhou 17] 
R:GACGAAATGCTTTCAGCTTCCA 
F:TGAACTGGAGGCTGATGGACAC ae 
HINA EA mTOR XM-001788228 83 58 自行 设计 
R:TGCAACTGGTTTCTGTTGGT 
F:GGCAGGCGGTGAAGAGTC 本 
真 核 起 始 因 子 4E 结合 蛋白 1 4BBP1 BC120290 302 58 张 养 东 ” 
R:TGACTGGCCAGCAGAGTAGGAA 
F:CAAGCTTGCATGCTAATTTCTCC ” 
p70 核糖 体 蛋 白 S6 激酶 1 S6K1 DN544771 101 62 Bionaz 等 图 
R:CCTGGGCTGCGGGAT 
N oe F:AAGACCCAGACCAAGTTCGC ane 
言 号 转 导 转录 激活 因子 5 STATS NM-001012673 422 60 自行 设计 
R:TTGAGTCCTGATCATGTCGAAGA 
F:GAAGACTTTTGGGCTCTGTAC esis 
真 核 起 始 因子 4E eIF4E NM-174310.3 82 60 自行 设计 
R:CAGCTCCACATACATCATCAC 
F:TCTGCCTCTGCTCCAGTCTT a 
B- 酷 蛋白 CSN2 M-64755.1 116 60 自行 设计 


R:AGGAGGGGGCATTCACTTT 


85 FE: 上 游 引 物 ，R: 下 游 引 物 。 


86 F: forward primer; R: reverse p 


rimer. 


87 乳脂 和 乳 和 蛋白 合成 相关 酶 活性 和 蛋白 含量 按照 酶 联 免疫 吸附 试验 ELISA) 试剂 盒 的 操 

88 ，” 作 说 明 书 进行 ， 主 要 包括 BMECs 内 乳脂 合成 相关 酶 FASN、ACACA、LPL、SCD 的 活性 ， 乳 

89 ”蛋白 合成 相关 酶 S6K1 的 活性 以 及 mTOR 的 含量 。 

90 1.6 数据 统计 分 析 

91 试验 数据 使 用 SAS 9.0 软件 ANOVA 程序 进行 方差 分 析 , 并 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比 

92 BE. P<0.05 为 差异 显著 判断 标准 ，0.05 夺 P<0.10 为 差异 趋 于 显著 判断 标准 。 

93 2 结 果 

94 2.1 RGR, TG 含量 和 乳脂 合成 相关 基因 的 表达 

95 K 1 可 知 ,1.00、2.00 pg/mL 维生素 A 组 的 RGR 和 TG 含量 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 

96 XF FASN 基因 表达 量 ， 以 0.10 ng/mL 维生素 A 组 最 高 ， 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ， 与 

97 ”0.05 pg/mL 维生素 A 组 差异 不 显著 (P>0.05) ; 对 于 ACACA 基因 表达 量 ， 除 2.00 pg/mL 

98 ”维生素 A 组 外 的 所 有 维生素 A 组 均 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ， 且 以 0.10 pg/mL 维生素 A 

99 ”组 最 高 ， 所 有 维生素 A 组 的 PP4RG 基因 表达 量 显 著 高 于 对 照 组 CP<0.05) ， 以 1.00 pg/mL 

100 ”维生素 A 组 最 高 ， 对 于 SREBP1、SCD 基因 表达 量 ， 以 0.05、0.10 pg/mL 维生素 A 组 显著 

101 ”高 于 对 照 组 (P<0.05) ，0.20、1.00、2.00 pg/mL 维生素 A 组 与 对 照 组 无 显著 差异 (P>0.05)。 

102 表 1 维生素 A 对 BMECs A RGR, TG 含量 和 乳脂 合成 相关 基因 表达 的 影响 

103 Tablel Effects of vitamin A on intracellular RGR, TG content and mRNA expression related to milk fat 

104 synthesis in BMECs 

项 目 维生素 A 浓度 Vitamin A concentration/ (hg/mL) Pfft 
SEM 

Items 0 0.05 0.10 0.20 1.00 2.00 P-value 

相对 增殖 率 RGR/% 100.00 98.65 99.42 99,31 = 117.08" 117.32* 0.01 <0.01 

甘油 三 酯 TG/(ug/mg prot) 9.36 16.98? 14.155 14.81% 42.25* 43.60 1.69 <0.01 

脂肪 酸 合成 酶 FASN 1.00° 1.29% 1.434 1.12% 1.00° 1.17% 0.07 0.01 

乙酰 辅酶 A RNS ACACA 1.004 1.48 2.00? 1.76% 1.57% 1.26% 0.14 <0.01 

过 氧化 酶 体 增殖 物 激活 受 体 Y PPARG 1.00? 2.212 2.18 2.438 2.80? 2.44 0.15 <0.01 

司 醇 调节 元 件 结合 蛋白 1 SREBP1 1.00° 8.162 10.072 2.73° 3.80° 1.65 0.79 <0.01 


Haas ASB LPL 1.008 0.902 1.23? 1.07? 1.11 0.70? 0.06 0.14 


硬 脂 酰 辅酶 A 去 饱和 酶 SCD 1.00° 1.908 1,728 1.32% 1.29% 1.26% 0.16 0.03 
脂肪 酸 结合 重 白 3 FABP3 1.00° —0.85° 0.75° 0.73? 0.76° 0.69" 0.04 0.34 
105 同行 数据 相同 或 无 字母 肩 标 表示 差异 不 显著 〈(P>0.05) ， 不 同 字母 肩 标 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 下 

106 XH. 

107 Values in the same row with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while 

108 with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


109 22 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 的 表达 


110 表 2 可 知 ，0.05 和 0.10 pg/mL 维生素 A 组 的 CSN1S1 基因 表达 量 较 高 ， 显 著 高 于 对 


11 ” 照 组 和 其 他 维生素 A 组 (P<0.05) ， 且 0.20 1.00 pg/mL 维生素 A 组 显著 高 于 对 照 组 。 对 


112 ”于 CSN3 基因 表达 量 ，0.10 hg/mL 维生素 A 组 显著 高 于 对 照 组 及 0.20、1.00、2.00 pg/mL 维 


113 #ÆX A 4A CP<0.05) ，0.20、1.00 和 2.00 ug/mL 维生素 A 组 与 对 照 组 无 显著 差异 (P>0.05); 


114 XF mTOR 基因 表达 量 ，0.10 hg/mL 维生素 A 组 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ， 其 他 维生素 


115 A 组 与 对 照 组 无 显著 差异 CP>0.05) ; 对 于 STATS 基因 表达 量 ， 以 0.05、0.10 和 0.20 pg/mL 


116 ”维生素 A 组 较 高 ， 尤 以 0.20 ng/mL 维生素 A 组 最 高 ， 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ， 其 他 各 


117 ”维生素 A 组 与 对 照 组 无 显著 差异 (P>0.05) ; 0.10, 1.00 ug/mL 维生素 A 组 的 eIF4E 基因 


118 ”表达 量 相 比 对 照 组 有 增加 的 趋势 (P=0.07)。 


119 表 2 维生素 A 对 BMECs 内 乳 蛋 白 合成 相关 基因 表达 的 影响 

120 Table 2 Effects of vitamin A on mRNA expression related to milk protein synthesis in BMECs 
项 目 维生素 A 浓度 Vitamin A concentration/ (g/mL) PIE 

一 SEM 

Items 0 0.05 0.1 0.20 1.00 2.00 P-value 
os1- 酷 蛋白 CSN1S1 1.004 3.478 3.488 2.05% 2.45° 1.33% 0.21 <0.01 
B- 酷 蛋白 CSV2 1.00 1.46 1.22 1.29 1.73 0.58 0.17 0.50 
k- 酷 蛋白 CSN3 1.00° 1.57% 2.128 1.32 1.31? 1.07° 0.09 0.02 
HAHA mTOR 1.00° 0.93° 1.928 1.04? 1.55% 1.03° 0.20 0.04 
真 核 起 始 因子 4E eIF4E 1.00 1.11 1.42 1.00 1.52 0.90 0.07 0.07 
真 核 起 始 因子 4E 结合 蛋白 1 4EBP1 1.00 0.51 0.83 0.84 0.93 0.85 0.09 0.69 


p70 HERES AL S6 激酶 1 S6K1 1.00 0.96 131 0.93 1.00 0.77 0.07 0.54 


信号 转 导 转录 激活 因子 5 STATS 


1.00° 


2.64% 


2.90 4.43° 


1.62° 1.64° 0.32 


121 23 FLARAIZLR AA TR RS EA A RE 
122 由 表 2 可 知 ,对 于 ACACA 活 性 , 除 2.00 jg/mL 维生素 A 组 与 对 照 组 无 显著 差异 (P>0.05) 
123 ”外 ， 其 他 维生素 A 组 均 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ， 且 以 0.10 pg/mL 维生素 A 组 最 高 ， 维 
124 ÆR A 对 乳脂 合成 相关 酶 FASN 和 LPL 活性 无 显著 的 影响 (P>0.05)， 但 从 数值 上 看 ,0.05 
125 和 0.10 hg/mL 维生素 A 组 的 FASN 活性 最 高 ， 且 高 于 其 他 各 组 ; SCD 的 活性 以 0.05、0.10 
126 g/mL 维生素 A 组 趋 于 显著 地 高 于 对 照 组 (P=0.08) ; 相 比 对 照 组 ，1.00 pg/mL 维生素 A 
127 ”组 提高 了 mTOR 含量 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05) ， 但 显著 高 于 0.05、0.20 和 2.00 pg/mL Hë 
128 ” 生 素 A 组 (P<0.05) 。0.10 和 1.00 pg/mL 维生素 A 组 S6K1 活性 略 高 于 其 他 各 组 ， 但 差异 
129 ”不 显著 (P>0.05) 。 
130 表 3 维生素 A 对 BMECs 内 乳脂 和 乳 蛋 白 合成 相关 酶 活性 和 蛋白 含量 的 影响 
131 Table3 Effects of vitamin A on enzyme activity and protein content related to milk fat and protein synthesis 
132 in BMECs 
项 维生素 A 浓度 Vitamin A concentration/ (ug/mL) 
SEM 
Items 0 0.05 0.10 0.20 1.00 2.00 
乙酰 辅酶 A 着 化 酶 ACACA/(U/L) 149.22° 315.72° 491.41* 331.83? 330.32? 174.70° 28.00 
脂肪 酸 合成 酶 FASN/ (U/L) 24.07 30.17 30.06 13.90 23.10 27.83 8.74 
便 脂 酰 辅酶 A 去 饱和 酶 SCD/ (U/L) 57.14 118.75 114.88 84.92 74.28 70.00 12.84 
脂 和 蛋白 酯 酶 LPL/ (U/L) 193.09 165.72 181.19 174.05 160.95 217.50 8.64 
et RE AEA mTOR/ (pg/mL) 16.11% 11.45° 17.16% 12.93? 19.36° 12.56° 0.87 
p70 核糖 体 和 蛋白 S6 激酶 1 S6K1/ 
18.84 18.69 26.78 17.72 23.18 17.48 1.16 
(U/L) 
133 3 讨 论 
134 31 维生素 A 对 BMECs 内 乳脂 合成 相关 基因 表达 的 影响 
135 乳脂 主要 由 TG 组 成 , 其 含量 约 占 所 有 乳脂 成 分 的 98%。 乳腺 中 从 头 合成 及 从 血液 吸收 
136 ”的 挥发 性 脂肪 酸 在 BMECs 的 内 质 网 上 合成 TG， 随 后 形成 大 小 不 一 的 脂 滴 分 泌 至 胞 外 09。 
137 ”本 试验 中 ，1.00、2.00 pg/mL 的 维生素 A 增加 了 BMECs 的 RGR 及 TG 含量 , 说 明 维 生 素 A 
138 ”可 以 促进 BMECs 内 乳脂 的 合成 。4C4C4 和 FASN 在 BMECs 内 作用 于 乙酸 和 B- 羟 丁 酸 使 其 


0.03 


P 
P-value 


<0.001 


0.10 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


C aX i\ 


139 ”从 头 合成 中 短 链 脂肪 酸 ， 乳 中 约 1/2 的 C16:0 和 几乎 全 部 的 C4:0~C14:0 依赖 于 乳腺 的 从 头 


140 ARW. ACACA 是 脂肪 酸 合 成 第 1 阶段 的 限 速 酶 ， 中 链 脂 肪 酸 的 合成 则 主要 通过 FASN, H 


141 FASN 会 参与 其 碳 链 延 长 的 整个 过 程 。 本 试验 结果 表明 ， 添 加 维生素 A 可 提高 BMECs 内 


142 ACACA, FASN 基因 的 表达 量 , 说 明 维 生 素 A 可 能 促进 了 BMECs 内 脂肪 酸 的 从 头 合成 ， 引 


143 ”起 TG 含量 的 上 升 。 张 娜 等 上 分 析 了 不 同 乳 品质 奶牛 乳腺 中 乳脂 合成 相关 基因 的 表达 , 结果 


144 ”表明 高 乳品 质 奶牛 的 乳腺 中 ASN 基因 的 表达 量 低 于 低 乳 品质 的 奶牛 ， 而 二 者 的 ACACA 活 


145 ”性 无 显著 差异 ， 表 明 ACACA 虽然 是 脂肪 酸 从 头 合成 的 重要 限 速 酶 ， 但 酶 活性 却 不 是 影响 乳 


146 ”中 脂肪 含量 的 主要 因素 。 在 本 试验 中 ， 维 生 素 A 提高 了 BMECs 中 TG 含量 , 但 其 促进 浓度 


147 I ACACA, FASN 基因 表达 的 不 一 致 ， 说 明 TG 含量 的 增加 可 能 不 是 完全 通过 促进 脂肪 酸 的 


SS 148 ”从 头 合成 来 实现 的 ， 具体 原因 还 有 待 于 进一步 研究 。PP4RG、SREBP1 分 别 属于 核 转 录 因 子 


149 ”家 族 和 核 激 素 受 体 家 族 中 的 配 体 激活 受 体 , 二 者 作为 脂肪 合成 基因 网 络 中 重要 的 转录 调控 因 


150 子 ， 都 能 直接 调控 4C4C4、F4SN、SCD、LPL 等 靶 基 因 ， 进 而 调节 脂肪 酸 的 转运 、 合 成 及 


151 ”去 饱和 过 程 。 脂 肪 合成 相关 基因 的 表达 量 和 酶 活性 都 是 调控 反刍 动物 乳脂 分 泌 的 重要 因素 


152 03, KEDIA BMECs 后 需要 去 饱和 中 。SCD 则 是 催化 饱和 脂肪 酸 形成 单 不 饱和 脂 


153 肪 酸 的 关键 限 速 酶 , SCD 的 催化 产物 是 TG 合成 的 重要 组 成 部 分 。 有 研究 表明 , 激活 的 PPAR 


154 ”可 以 和 类 维生素 A X 受 体 (retinoids X recepter, RXR ) 形 成 异 源 二 聚 体 ,然后 和 靶 基 因 PPARG 


155 ”相互 作用 来 调控 基因 的 转录 和 表达 ,而 维生素 A 的 代谢 产物 9-cis RA 是 RXR WA RCAC A 


156 ”本 试验 结果 得 出 ,维生素 A 上调 了 PPARG、SREBP1 和 SCD 基因 表达 的 同时 ,也 促进 4C4C4、 


© 157 FASN 基因 的 表达 ， 且 ACACA, FASN, SCD 活性 与 其 靶 基 因 的 表达 量 也 呈现 相似 的 变化 规 


158 ， 律 ， 提 示 添 加 维生素 A 增加 了 BMECs 内 的 TG 含量 ， 可 能 与 提高 了 PPARG. SREBP1 的 基 


159 ” 因 表 达 量 进而 上 调 其 下 游 革 基因 F4SV、4C4C4、SCD 等 脂肪 酸 合成 相关 酶 的 转录 水 平 有 关 ， 
160 ”但 关于 具体 机 制 的 研究 报道 其 少 ， 需 要 进一步 探讨 。 


161 本 试验 中 ,维生素 A 对 BMECs 内 乳脂 的 合成 与 其 浓度 有 关 ，1.00、2.00 pg/mL 的 维 生 


162 KA 对 细胞 内 TG 含量 促进 效果 较 好 ; 各 浓度 维生素 A 对 FASN. ACACA, PPARG. SCD 


163 ”基因 表达 均 有 促进 效果 ，F4SN、SREBP1、SCD 基因 表达 量 均 以 0.05 和 0.10 ug/mL 维生素 


164 ”A 组 较 高 ，4CA4C4 以 0.10 pg/mL 维生素 A 组 增加 效果 最 为 明显 ; PPARG 尤 以 1.00 pg/mL 


165 上调 作用 最 明显 。2.00 pg/mL 的 维生素 A 虽然 对 TG 含量 具有 促进 效果 , 但 乳脂 合成 相关 基 


166 因 表 达 量 与 对 照 组 相 比 差异 不 显著 。 综 合 考 虑 ， 以 0.10 pg/mL 的 维生素 A 对 BMECs 乳脂 
167 ”合成 的 促进 作用 较 强 。 
168 ”3.2 维生素 A 对 BMECs 内 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 表达 的 影响 


169 乳 和 蛋白 主要 由 酪 蛋白 组 成 ， 约 占 80%, 包括 CSN1S1、CSN1S2、CSN2 和 CSN3， 其 中 


用 


170 ”CSN1S1 和 CSN3 是 反映 乳 和 蛋白 合成 的 主要 和 蛋白质， 其 基因 表达 量 可 反映 BMECs 内 乳 和 蛋白 


171 ”的 合成 水 平 03。 乳 蛋白 合成 主要 由 2 条 信号 通路 来 调控 ， 分 别 是 主要 在 PRL 作用 下 从 基因 
172 转录 水 平 调控 乳 蛋 白 合 成 的 Juns 激酶 AK) -信号 转 导 转录 激活 因子 (STAT) 信和 号 通路 09] 
173 ”和 从 和 蛋白 质 翻 译 水 平 起 生 乳 调 节 作用 的 mTOR 信号 通路 7。mTOR 属于 磷脂 酰 肌 醇 激酶 相 


174 ” 关 激 酶 超 家 族 ， 是 一 种 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 。 在 奶牛 乳腺 组 织 中 ，mTOR 信号 通路 能 控制 乳 


175 ”和 蛋白 相关 基因 的 翻译 ，S6K1 是 mTOR 的 下 游 调节 激酶 ， 二 者 的 磷酸 化 激活 可 促进 BMECs 


176 ”内 乳 重 白 的 合成 。 本 试验 结果 表明 ， 添 加 一 定 浓度 的 维生素 A 能 显著 提高 CSN1S1 和 CSN3 


177 ”的 基因 表达 量 ， 同 事 显 著 提高 STATS 的 基因 表达 量 。 结 果 也 得 出 ，0.10 和 1.00 pg/mL 维 生 


178 X A 组 的 mTOR 和 erF4 的 基因 表达 量 高 于 对 照 组 ，mTOR 含量 和 S6K1 活性 也 有 相似 的 


179 ”变化 规律 
180 ER. CHOSE RHA, 维生素 A 对 CSN1S1 和 CSN3 基因 表达 有 提高 的 作用 可 能 与 mTOR 


提示 维生素 A 可 能 是 通过 mTOR 信号 通路 使 mTOR 和 S6K1 激活 从 而 促进 乳 蛋 


181 “和 STATS 信号 通路 有 关 , 但 相关 研究 鲜 有 报道 , 需要 进一步 研究 。 胰岛 素 样 生 长 因子 AGF) 


182 ”系统 是 一 类 与 胰岛 素 呈 高 度 同 源 的 多 上 肽 生长 因子 ，RA 可 以 在 不 同 的 细胞 系 中 引起 TGF- I 


183 IGF-II R IGF 结合 蛋白 UGFBP) 表达 的 变化 中 。 何 伯 萍 等 (9 通过 在 分 离 培养 的 BMECs 


© 184 ”中 添加 不 同 浓度 的 IGF- I 作用 24h 后 发 现 , IGF- 1 能 够 显著 促进 CSN2 和 4C4C4 基因 的 表 


185 ， 并 且 具 有 浓度 依赖 性 ， 表 明 IGF- I 可 作为 信号 分 子 调节 乳腺 的 泌乳 功能 宇 等 20] 


186 ”研究 发 现 ， 胰 岛 素 处 理 BMECs 24 hh 可 以 显著 上 调 细 胞 中 CSN2、CSN3、STA4T5、ACACA、 


H 


的 表达 。 所 以 本 试验 中 维生素 A 对 乳脂 、 乳 蛋白 合成 相关 基因 的 影响 


187 FASN, SREBPI 基 


188 ”也 可 能 是 通过 提高 IGF 及 IGFBP 的 表达 来 实现 的 ， 需 要 进一步 研究 。 


189 本 试验 结果 也 得 出 , 维生素 A 对 BMECs 内 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 表达 量 的 影响 与 其 浓度 
190 有 关 。 低 浓度 的 维生素 A 对 BMECs 内 乳 蛋 白 合成 的 促进 效果 更 好 。0.05、0.10 pg/mL 维 生 


191 A&A RES LW CSN1S1 A mTOR 基因 表达 ,0.10、0.20 g/mL 维生素 A 组 则 对 CSV3 STATS 
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基因 


表达 的 促进 作用 更 好 ， 而 高 浓度 2.00 pg/mL 维生素 A 组 均 与 对 照 组 差异 不 显著 。 综 合 


考虑 ，0.10 pg/mL 维生素 A 对 BMECs 内 乳 蛋 白 合成 基因 促进 作用 较 好 。 


4 结 论 

维生素 A 可 提高 BMECs 细胞 活力 和 TG 含量 。 

OHER A 能 上 调 BMECs 内 乳脂 合成 相关 基因 FASN, ACACA, PPARG, SREBP1,\ 
SCD 基因 和 乳 蛋 白 合成 相关 基因 CSN1S1, CSN3, STATS. mTOR 基因 的 表达 ， 但 其 作用 效 
果 与 其 浓度 有 关 。 

G@)0.10 pg/mL 维生素 A 对 乳脂 、 乳 蛋白 合成 相关 基因 表达 促进 效果 较 好 。 
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SU Rui LIU Yang YAN Sumei” SHI Binlin ZHAO Yanli SHI Huiyu 


(College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China) 
Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of vitamin A on gene 
expresions related to milk fat and protein synthesis in bovine mammary epithelial cells (BMECs). 
The experiment was designed as a single factor randomized trial, and the 3rd generation BMECs 
were randomly divided into 6 treatments with 6 replicates per group. After cultured in culture 
medium without serum for 24 h, cells in different treatments were cultured in culture medium 
supplemented with O(control), 0.05, 0.10, 0.20, 1.00 and 2.00 ng/mL vitamin A for 24 h, 
respectively. The results showed that compared with the control group, 1.00 and 2.00 pg/mL 
vitamin A could significantly increase relative growth rate and triacylglycerols (TG) content 

(P<0.05) ; vitamin A could significantly up-regulate expression levels of genes related to milk 
fat synthesis, such as peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARG, 0.05, 0.10, 0.20, 1.00 
and 2.00 pg/mL), sterol regulatory element-binding protein 1 (SREBP1, 0.05 and 0.10 pg/mL), 
stearoyl-CoA desaturase (SCD, 0.05 and 0.10 ng/mL) (P<0.05) ; vitamin A could significantly 
up-regulate expression levels of genes related to milk protein synthesis, such as signal transducers 
and activators of transcription 5 (STATS, 0.20 pg/mL), a-casein (CSN1S1, 0.05 and 0.10 pg/mL) 
and «-casein (CSN3, 0.10 ng/mL) (P<0.05) ; vitamin A could significantly increase 
acetylcoenzyme A (ACACA) activity (0.05, 0.10, 0.20 and 1.00 g/mL) (P<0.05), which was 
related to milk fat synthesis. In conclusion, vitamin A has concentration-dependent effects on 
expressions of genes related to milk fat and protein synthesis in BMECs, and the promotion 
effects of 0.10 ug/mL vitamin A are better. 


Key words: vitamin A; milk fat; milk protein; gene expression 
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